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RESUMO 


Escherichia coliprodutoras da toxina de Shiga (STEC) são patógenos veiculados por alimentos 
capazes de causar desde diarreia branda até quadros mais severos e sanguinolentos, 
podendo evoluir para complicações graves, como colite hemorrágica, síndrome hemolítico- 
urêmica e púrpura trombocitopênica. Esses microrganismos têm sido associados a 
numerosos surtos e casos esporádicos de infecções intestinais em todo o mundo devido 
ao consumo de alimentos contaminados. O presente estudo teve como objetivo caracterizar 
em nível fenotípico e molecular as propriedades de adesão e citotoxicidade de isolados 
de STEC provenientes de fezes bovinas em células humanas. Verificou-se que o gene da 
citotoxina Stx2 foi o mais presente na maioria dos isolados (81%), seguida pelo gene da 
subtilase A (71,4%). A adesão ocorreu nas duas linhagens celulares pesquisadas, porém de 
forma heterogênea, sendo prevalente nas células HEp-2 e foi observado que todas as quatro 
propriedades de adesão analisadas: formação de biofilme, hemoaglutinação, expressão de 
fímbria curli e hidrofobicidade podem influenciar no processo de adesão das STEC à células 
HEp-2, porém não interferiram neste processo em células HeLa. Evidenciou-se também que 
as adesinas LpfAO113 e EhaA foram as mais frequentes dentre os 21 isolados estudados 
e foram as únicas que tiveram influência no processo de adesão às células HEp-2 e na 
expressão das propriedades relacionadas com a adesão . Desta forma, pode-se concluir que 
os isolados de STEC analisados têm o potencial de infectar e lesar células humanas in vitro. 
PALAVRAS-CHAVE: Adesão, adesinas, citotoxinas, STEC. 
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ABSTRACT 


Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are foodborne pathogens capable of causing 
from mild to severe and bloody diarrhea, which may progress to serious complications, such 
as hemorrhagic colitis, hemolytic-uremic syndrome and thrombotic thrombocytopenic purpura. 
These microorganisms have been associated with several outbreaks and sporadic cases of 
intestinal infections worldwide due to consumption of contaminated food. The present study 
aims to characterize the phenotypic and molecular level in the adhesion properties of STEC 
isolates from cattle stools in human cells. The cytotoxin Stx2 gene was present in the majority 
of isolates (81%), followed by the subtilase A gene (71.4%). The bacterial adherence occurred 
in both cell lines in an heterogeneous manner, principally on HEp-2 cells. All four adhesion 
properties analyzed: biofilm formation, hemagglutination, curli fimbriae expression and 
hydrophobicity, influenced the process adhesion of STEC on HEp-2 cells, but did not interfere 
in adherence to HeLa cells. It was also evident that LpfAO113 and EhaA adhesins were the 
most frequent among 21 isolates and were the ones that influenced the adhesion process on 
HEp-2 cells and in the adhesion properties. Thus, it can be concluded that the STEC isolates 
analyzed has the potential to infect and to cause toxic effects in human cells in vitro. 
KEYWORDS: Adhesion, adhesins, citotoxins, STEC. 
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INTRODUÇÃO 


A bactéria Escherichia coli foi descrita em 1885 pelo pediatra alemão Theodor 
Escherich, primeiramente sob a denominação de Bacillus coli comune. Porém, após uma 
revisão, foi renomeada para Escherichia coli em referência ao pesquisador que a descobriu 
(FRANKEL; CHEN, 2005). 

Esta espécie de bastonete Gram-negativo, pertencente à família Enterobacteriaceae, 
caracteriza-se por apresentar metabolismo anaeróbio facultativo, podendo ser móvel ou 
imóvel (NATARO; KAPER, 1998). Trata-se de um importante constituinte da microbiota 
entérica de mamíferos e aves (GYLES, 1993). 

Algumas cepas podem causar infecção intestinal e constituem as categorias de 
E. coli diarreiogênicas (ECD). Atualmente existem seis categorias, considerando seus 
mecanismos de virulência específicos, as síndromes clínicas que causam, os sorotipos 
O:H, os aspectos epidemiológicos e/ou os tipos de interação com linhagens celulares in 
vitro. Esses patótipos de E. coli diarreiogênicas são: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. 
coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorrágica 
(EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli que adere difusamente às células 
epiteliais (DAEC) (NATARO; KAPER, 1998). 

Alguns desses patótipos incluem microrganismos bastante diferentes. Sendo assim, 
as EAEC e EPEC foram subdivididas em típicas e atípicas e as E. coli enterohemorrágicas 
(EHEC) passaram a constituir uma subcategoria de Escherichia coli produtora da toxina de 
Shiga (STEC) (MOBLEY; KAPER; NATARO, 2004). 

O subgrupo das EHEC, além de diarreia sanguinolenta, pode levar à falência renal, 
ocasionando a síndrome hemolítica urêmica (SHU) em humanos. Tais cepas também são 
capazes de ocasionar a lesão designada de attaching and effacing (A/E), que envolve a 
adesão bacteriana ao epitélio intestinal e destruição das microvilosidades (MAINIL, 1999). 

Dois grupos de toxina de Shiga (Stx1 e Stx2) podem ser sintetizados por STEC. 
Estas citotoxinas recebem este nome por serem iguais a toxina produzida por Shigella 
dysenteriae | e seus receptores são encontrados em células renais e intestinais. A produção 
de Stx e enterohemolisina e a capacidade de causar lesão A/E estão envolvidos com a 
patogenicidade de STEC. A ligação de Stx aos receptores causa morte das células por 
inibição de síntese protéica, causando enterocolite hemorrágica e falência renal (NATARO; 
KAPER, 1998). 

Cepas de STEC já foram isoladas de animais domésticos, ovelhas, mosquitos, 
gaivotas, veados, coelhos, javali, alce, pombos e pássaros, sem, contudo, ficar esclarecido 
se estes animais atuavam como hospedeiros naturais ou vetores deste patógeno (MAKINO 
etal., 2000). Os bovinos são reservatórios naturais destas cepas, encontradas na microbiota 
de vários animais. Sua transmissão ocorre a partir de carne mal cozida, produtos não 
pasteurizados e vegetais e água contaminados por fezes. Estas bactérias aderem-se ao 
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epitélio intestinal e colonizam o tubo digestivo, de forma assintomática ou ocasionando 
diarreia (NATARO; KAPER, 1998; GARCÍA-ALJARO et al., 2005). 

Um levantamento realizado pela Organização Mundial de Saúde, de 2000 a 2008, 
constatou que 73% dos 10,6 milhões de mortes anuais de crianças menores de cinco 
anos estavam relacionados a cinco causas, sendo a doença diarréica a segunda mais 
comum com 18%, depois da pneumonia com 19%, o que demonstra a importância da 
enfermidade para a saúde pública, uma vez que causa profundos impactos sobre as taxas 
de morbimortalidade infantil, principalmente nas regiões menos desenvolvidas do mundo 
(BRYCE et al., 2005). 

Portanto, diante do exposto anteriormente e, considerando que o rebanho bovino 
é o principal reservatório desta bactéria, este estudo foi desenvolvido com o objetivo de 
comprovar se os isolados de STEC destes animais apresentam propriedades de virulência 
que os habilita a provocar infecções em células humanas. 
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11 ASPECTOS GERAIS 


Amostras de E. coli podem causar grande variedade de doenças, tanto no homem 
quanto em outros animais. Dentre essas doenças, as mais comuns são diarreia e 
disenteria, e ocasionalmente também pode ocorrer a síndrome hemolítico urêmica (SHU), 
colite hemorrágica (CH), pielonefrite, cistite, septicemia, pneumonia e meningite. Em geral, 
diferentes amostras estão associadas com doenças diversas, podendo apresentar um ou 
mais fatores ou mecanismos de virulência (SALYERS; WHITT, 1994). 

Dentre as distintas categorias de E. coli diarreiogênicas, as STEC merecem 
destaque como bactérias emergentes relacionadas com a ingestão de água e alimentos, 
uma vez que a doença causada por estas bactérias varia desde uma diarreia branda até 
severas diarreias sanguinolentas (colites hemorrágicas — CH) que podem evoluir para 
complicações extra-intestinais graves como a síndrome hemolítico-urêmica (SHU) e 
púrpura trombocitopênica trombótica (PTT), sendo que o grupo de amostras relacionado 
a estes agravos é denominado de E. coli enterohemorrágica (EHEC) (MORA et al., 2005). 
As EHEC constituem, portanto, um subgrupo das STEC (JOHNSON et al., 1983; WHIPP 
et al., 1994). 

EHEC é um patógeno intestinal capaz de causar doença em humanos com um 
número baixo de unidades formadoras de colônias (UFCs). Crianças menores de 10 anos 
e idosos constituem os principais grupos de risco que podem desenvolver SHU (GRIFFIN; 
TAUXE, 1991). Em aproximadamente 3 a 5% das crianças afetadas, a SHU é fatal, enquanto 
que 12 a 30% sofrem comprometimento na função renal ou lesão neurológica (NATARO; 
KAPER, 1998; PATON; PATON, 1998b). 

Amostras de EHEC se caracterizam por expressarem um fenótipo denominado lesão 
A/E (attaching and effacing) que caracterizam toda a patogênese das infecções por EHEC. 
Neste fenótipo, a bactéria se adere no enterócito, célula característica do intestino grosso 
humano, responsável pela absorção de líquidos e nutrientes e rica em microvilosidades. 
Nesse local a EHEC irá destruir estas microvilosidades, causando a formação de pedais 
que irão ancorar a bactéria na superfície celular, promovendo uma adesão íntima. Assim a 
bactéria poderá internalizar suas toxinas (Stx1 e/ou Stx2) no citoplasma celular, através de 
um sistema de secreção tipo III. As toxinas de Shiga irão inibir a síntese protéica podendo 
levar, consequentemente, à morte celular. A seguir segue uma figura para ilustrar este 
mecanismo (Adaptado de Mobley, et al., 2004) 
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Systemic absorbtion 
EHEC 


Figura 1. Patogênese da lesão por EHEC. EHEC induz a lesão A/E no cólon, internalizando as toxinas 
de Shiga (Stx) podendo ocasionar absorção sistêmica, levando às complicações potencialmente fatais. 
(Adaptado de MOBLEY et al., 2005). 


21 HISTÓRICO 


Em 1955, a síndrome hemolítica urêmica foi descrita e caracterizada primeiramente 
por Gasser, como um quadro de insuficiência renal aguda, trombocitopenia e anemia 
hemolítica microangiopática. Em 1977, Konowalchuk et al. demonstraram que determinadas 
estirpes de Escherichia coli isoladas de pacientes com diarreia produziam, uma até então 
desconhecida, citotoxina com efeito letal sobre células Vero. 

Durante a investigação de dois surtos de colite hemorrágica e SHU, ocorridos 
em 1982, foi constatado que ambos estavam associados a E. coli do sorotipo 0157:H7, 
até então de ocorrência rara (RILEY et al., 1983). A denominação de EHEC (E. coli 
enterohemorrágica) foi adotada devido às características dos sintomas clínicos causadas 
nos indivíduos afetados. Em 1983, O'Brien e colaboradores relataram que Escherichia 
coli do sorotipo 0157:H7 era responsável por um surto de colite hemorrágica nos EUA e 
que estes microrganismos produziam uma toxina similar à toxina produzida pela Shigella 
dysenteriae tipo 1. 

Karmali et al. (1985) mostraram que estirpes de Escherichia coli produtoras da 
toxina de Shiga estavam epidemiologicamente associadas a casos de SHU. No mesmo 
ano, Park et al. (1999), demonstraram que os genes que codificam a toxina de Shiga em 
Escherichia coli eram carreados em bacteriófagos. 

Atualmente a denominação STEC é utilizada para se referir a um grupo de E. coli 
que apresenta como característica em comum a produção da toxina de Shiga. Além da 
Escherichia coli 0157:H7, outros sorotipos de STEC, conhecidos como STEC não-0157, 
também provocam doenças em humanos e são predominantes em vários países como 
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Alemanha, Japão, Estados Unidos e Austrália (BEUTIN et al., 1994; SCHMIDT; KARCH, 
1996; BEUTIN; ZIMMERMANN; GLEIER, 1998; BOERLIN et al., 1999; FEY et al., 2000; 
VAZ et al., 2004). 

As STEC são similares às cepas não patogênicas de Escherichia coli quanto 
às propriedades bioquímicas e pertencem a diversos grupos sorológicos, causando 
dificuldades para o seu diagnóstico nos laboratórios de rotina. Somente as propriedades 
de virulência como a produção de toxina de Shiga, permite distinguir entre as estirpes de 
STEC e as E. coli comensais do intestino (TSCHAPE; FRUTH, 2001). 


31 EPIDEMIOLOGIA 


As STEC são encontradas no intestino de animais sadios, sendo o principal 
reservatório o rebanho bovino e, também, no meio ambiente onde os animais são mantidos 
(FENG, 1995). Nos bovinos aparentemente os receptores Gb3 (globotriasilceramida) estão 
presentes apenas no cérebro e no rim, e a falta destes no intestino explicaria a ausência da 
doença intestinal nestes animais (PRUIMBOOM-BREES et al., 2000; CANPOLAT, 2015). 

A excreção de STEC nos bovinos parece estar relacionada à alimentação do animal. 
Ainfluência da dieta está baseada na habilidade da E. coliem desenvolver resistência ao pH 
ácido, aumentando o risco de doenças de origem alimentar no homem. O uso de ração rica 
em grãos na alimentação do gado é responsável por baixar o pH do cólon devido aos ácidos 
produzidos na fermentação. Nesses animais as STEC acabam adquirindo resistência aos 
ácidos além de serem encontradas em maior quantidade (DIEZ-GONZALEZ et al., 1998). 

A acidez estomacal é considerada uma barreira à infecção pelos enteropatógenos, 
mas devido à adaptação ocorrida no rúmen do bovino, as STEC tornaram-se capazes 
de resistir a este mecanismo de defesa (CRAY et al., 1995). A resistência ao pH ácido 
do estômago também é uma característica importante para a virulência das STEC, pois 
permite que estes organismos sejam capazes de desencadear doença mesmo quando 
presentes em baixo número no alimento contaminado (PATON; PATON, 1998 b). 

Embora o bovino seja considerado o principal reservatório das STEC, estirpes desta 
bactéria têm sido isoladas de vários animais domésticos e selvagens (HANCOCK et al., 
1998). Os casos de infecção por STEC estão associados com a ingestão de carne mal 
cozida, leite não pasteurizado e derivados contaminados. A associação com alimentos 
industrializados sugere que os avanços tecnológicos na indústria de processamento de 
alimentos eventualmente acabam contribuindo para a disseminação da bactéria, como 
ocorre na produção em massa de hambúrgueres, sucos e outros alimentos, onde pequenas 
quantidades de alimentos contendo STEC acabam contaminando porções maiores do 
produto final (BERKELMAN,1997). 

Atransmissão das STEC pessoa a pessoa, facilitada pela baixa dose infectante (100 
UFC), também tem sido documentada (FENG, 1995). A resistência das STEC às condições 
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desfavoráveis do meio e a baixa dose infectante, também são fatores que contribuem para 
a sua habilidade em causar doenças transmitidas por alimentos (DIEZ-GONZALEZ et al., 
1998). 

A capacidade das STEC de sobreviver por mais de dez meses no meio ambiente 
constitui outro risco de contaminação para o homem, pois a infecção pode se iniciar como 
uma baixa ingestão destes microrganismos (MOBLEY et al., 2004). A manipulação destes 
patógenos pelos profissionais nos laboratórios também tem sido relatada como uma outra 
via de contaminação por STEC (SPINA et al., 2005). 


41 INCIDÊNCIA DE INFECÇÕES CAUSADAS POR STEC 


Em maio do ano de 2011 um surto de gastroenterite com diarreia sanguinolenta 
e SHU relacionadas com infecções ocasionadas por STEC sorotipo 0104:H4 ocorreu 
na Alemanha. Um total de 4137 casos foram identificados pelo mundo em 2011, destes, 
896 desenvolveram SHU, com 33 mortes e os outros 3.241 apresentaram unicamente 
gastroenterite. A Alemanha notifica cerca de 65 casos de SHU anualmente, com incidência 
de 0,1 caso por 100.000 habitantes (MIKO et al., 2014). 

No Reino Unido o sorogrupo 0157 é o mais prevalente. Anualmente, na Inglaterra, 
são registrados cerca de 900 casos de STEC, sendo que a SHU é reconhecida como a 
principal causa de insuficiência renal aguda em crianças e idosos, ocasionando inúmeras 
mortes a cada ano (BYRNE et al., 2015). 

No Japão, aproximadamente 4.000 casos de EHEC são notificados anualmente. O 
sorogrupo 0157 é o mais prevalente dentre as infecções do trato gastrintestinal ocasionadas 
por EHEC. Este sorogrupo é também responsável por cerca de 90% dos casos de SHU 
ocorridos no país (WATAHIKI et al., 2014). 

No Canadá, o maior surto descrito foi notificado em 1991 entre os esquimós com 
521 casos, sendo 22 casos de SHU com duas mortes (SPIKA, 1998). 

Durante o verão de 1995 foi descrito o primeiro surto causado por STEC na 
Austrália, no qual o sorotipo 0111:H- foi implicado. Cerca de 200 pessoas foram afetadas, 
apresentando diarreia ou colite hemorrágica, 22 crianças desenvolveram SHU e 4 adultos 
foram diagnosticados com PTT. A fonte de contaminação foi uma salsicha preparada com 
carne bovina (PATON et al., 1996; ROBINS-BROWNE et al.,1998). Sorotipos de STEC 
não-0157 tais como 0111:H- e 0113:H21 são os mais frequentemente isolados na Austrália 
(BETTELHEIM, 2001; HORNITZKY et al., 2002). 

As doenças veiculadas por alimentos afetam um em cada cinco americanos a cada 
ano. De 2005 a 2013 a taxa de infecção por STEC 0157 variou entre 0,95 a 1,30 casos por 
100.000 habitantes nos Estados Unidos (CDC, 2014). 

Na América latina as doenças diarreicas são responsáveis por cerca de 10% das 
mortes na infância. As amostras de STEC estão entre as principais causas bacterianas da 
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diarreia nesta faixa etária (LOZER et al., 2013). 

Na Argentina, a SHU é endêmica, com aproximadamente 400 novos casos por ano. A 
doença é líder em insuficiência renal aguda em crianças e a segunda causa de insuficiência 
renal crônica nesta mesma faixa etária. Na década passada, foi estimada uma taxa de 10 a 
17 casos por 100.000 crianças abaixo de 5 anos de idade, média esta 10 vezes maior que 
a observada em países desenvolvidos. (LUIS et al., 2014). 

No Brasil, os estudos sobre STEC ainda são incipientes. Cepas produtoras de toxina 
de Shiga foram isoladas de rebanho bovino aparentemente saudável (CERQUEIRA et al., 
1999; SALES et al., 2006), com alta prevalência e aparentemente há predomínio de STEC 
não-0157 (CERQUEIRA et al., 1999; PIGATTO, 20083; IRINO et al., 2005). 


5I TOXINAS 


Ensaios imunológicos de neutralização demonstraram que as toxinas de Shiga, 
principais marcadores de virulência de cepas de STEC, podem ser divididas em dois grupos 
antigênicos. O grupo um, Stx1, é neutralizado por anti-soro da citotoxina de S. dysenteriae 
1, pois são consideradas idênticas (O'BRIEN et al., 1983). O grupo 2, Stx2, é neutralizável 
apenas por anti-Stx2 (O'BRIEN; HOLMES, 1987). 

Os genes estruturais para Stx1 e Stx2 são encontrados em fagos lambda temperados, 
porém os genes para Stx2 já foram encontrados em cromossomos e apresentam 55 e 
57% das sequências genéticas de suas subunidades A e B idênticas, respectivamente 
(JACKSON et al., 1987). 

Stx1 é considerada altamente conservada e suas variantes apresentam poucas 
diferenças nas suas sequências genéticas, sem maiores consequências nas suas 
propriedades antigênicas e citotóxicas (MELTON-CELSA; O'BRIEN, 1998; DUFFY et al., 
2001; THORPE et al., 2002). No entanto, algumas variantes de Stx1 foram descritas: Stxlc 
e Stx10X3 encontradas em amostras de E. coli isoladas de humanos e ovinos (KOCH et 
al., 2001; ZHANG et al., 2002) e Stx1d, de amostras bovinas (BLANCO et al., 2004). Cinco 
variantes biológicas de Stx2 foram descritas, as quais diferem umas das outras por sua 
antigenicidade, toxicidade e sequência genética: Stx2, Stx2c, Stx2d e Stx2f (anteriormente 
denominada Stx2ev) isoladas de humanos e Stx2e, isolada de suínos (MELTON-CELSA; 
O'BRIEN, 1998; DUFFY et al., 2001; THORPE et al., 2002). 

Stx1 e Stx2 apresentam outras diferenças entre si, como a afinidade pelo receptor 
em comum, Gb3, e os mecanismos de regulação da expressão: Stx1 possui uma afinidade 
cerca de 10 vezes maior por Gb3, se comparado a Stx2 (HEAD et al., 1991). No entanto, 
estudos mais recentes revelaram uma velocidade de dissociação menor entre Gb3 e Stx2 
do que Stx1. Assim, tanto a ligação quanto a dissociação entre o receptor e Stx2 parece 
ocorrer de forma mais lenta. Estas características podem explicar a maior associação entre 


Stx2 e danos vasculares, quando este é comparado a Stx1 (NAKAJIMA et al., 2001). 
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A estrutura A-B da família das toxinas de Shiga, holotoxinas de aproximadamente 
70kDa, é conservada entre seus membros. A subunidade A, de 32kDa, pode ser clivada 
proteoliticamente, resultando em dois peptídios: A1 e A2, de 28 e 4kDa, respectivamente, 
e que permanecem ligados por uma ligação dissulfeto. O peptídio A1 apresenta atividade 
enzimática (Nglicosidase), enquanto A2 tem a função de ligar a subunidade A ao pentâmero 
formado por cinco subunidades B idênticas, de 7,7kDa cada. O pentâmero B liga a 
toxina ao receptor glicolipídico específico, presente na superfície da célula eucariótica, 
globotriasilceramida (Gb3) para Stx1 e Stx2 e globotetrasilceramida (Gb4) para Stx2e. 
Após a ligação, a holotoxina sofre endocitose por meio de depressões da membrana 
citoplasmática da célula eucariótica revestidas pela proteína clatrina (coated pits), formando 
uma vesícula selada com a holotoxina em seu interior. No citoplasma, esta vesícula 
pode se fundir com lisossomos, resultando na degradação da toxina. Porém, em células 
eucarióticas sensíveis a Stx, as vesículas são transportadas até o retículo endoplasmático 
via complexo de Golgi, alcançando, então, o citosol. Durante este processo, a subunidade 
A é clivada pela enzima furina, gerando o fragmento cataliticamente ativo, A1 e o fragmento 
A2, cuja ligação dissulfeto é posteriormente reduzida. O fragmento At livre tem atividade 
RNA N-glicosidase, e interage com a unidade 60S do ribossomo. Ao remover um resíduo de 
adenina da subunidade 28S do rRNA eucariótico, Ai livre impede a ligação do amino-acil- 
RNA transportador a esta subunidade, e inibe a etapa de elongamento da síntese protéica 
e, assim, causa a morte celular (PATON; PATON, 1998a). 

A toxina de Shiga, assim como a toxina colérica, não é capaz de formar poros e 
alcançar o citosol da célula-alvo. As Stxs são produzidas no cólon e, através da corrente 
sanguínea, são levadas aos rins, causando danos ao endotélio vascular e oclusão dos 
microvasos, através de uma combinação de toxicidade direta e indução local da inflamação 
os quais podem levar à SHU (ANDREOLI et al., 2002; CANPOLAT, 2015) conforme o 
quadro abaixo adaptado de Canpolat (2015): 


Direct endothelial damage 


Inflammatory response 
Vascular j : 
endothelium Ribotoxic stress —»| ORGAN DAMAGE 


(Gb3 receptor) Thrombocyte activation 


Alternative complement pathway activation 
Figura 2. Os efeitos das toxinas de Shiga na síndrome hemolítico-urêmica ocasionada por STEC. (GIS: 
sistema gastrintestinal, Gb3: globotriacilceramida). Adaptado de CANPOLAT, 2015. 


Habib e Jackson (1993) descreveram os operons de Stxs: uma estrutura em comum, 
que consiste em uma única unidade transcricional, codificando primeiro a subunidade A, 
seguida da subunidade B. A tradução da subunidade B ocorre de forma mais intensa do 
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que a subunidade A, devido, aparentemente, à maior afinidade do ribossomo ao seu local 
de ligação, rbs (ribossome binding site), satisfazendo a relação estequiométrica A1:B5 da 
holotoxina. 

Uma nova citotoxina chamada subtilase (SubAB) pode contribuir para o aumento 
da virulência de amostras de STEC em humanos (PATON et al., 2004). Foi sugerido 
previamente que esta toxina pode aumentar os efeitos das toxinas de Shiga (PATON; 
PATON, 2010). A SubAB foi descrita pela primeira vez em um surto de SHU de amostras de 
STEC 0113:H21 na Austrália (PATON et al., 2004). 

Foi demonstrado que a SubAB é tóxica para células Vero e letal para camundongos, 
causando extensa trombose microvascular e necrose no cérebro, rins e fígado (PATON et al., 
2004; MORINAGA et al., 2007). A citotoxicidade dessa toxina perante células eucarióticas 
é devida a uma clivagem específica da chaperona BiP/GRP78 que é um reguladora da 
função do retículo endoplasmático (PATON et al., 2006). 


61 ADESÃO 


O primeiro estágio para que as linhagens de E. coli iniciem um processo infeccioso 
é a adesão. Isto invoca uma estratégia das bactérias fixarem nas células do hospedeiro 
e expressarem outras propriedades relacionadas à sua patogenicidade. A capacidade de 
aderir de maneira firme é mediada por organelas de superfície bacteriana, denominada 
adesinas ou fatores de colonização, que podem ser classificadas, de maneira geral, em 
estruturas protéicas ou exopolissacarídicas, nas quais permite a liberação de toxinas 
para o interior da célula do hospedeiro e/ou a invasão desta, sendo o passo inicial na 
patogenicidade de E. coli diarreiogênica (SHERLOCK; VEJBORG; KLEMM, 2005). 

As adesinas de natureza polissacarídica compreendem cápsulas bacterianas, 
capazes de promover adesão inespecífica às células e outras superfícies. Há também 
estruturas fimbriais, que são estruturas protéicas filamentosas que podem apresentar 
ligação específica e inespecífica. Dentre as diversas que a E. coli diarreiogênica pode 
apresentar, dois tipos são consideradas: fímbria tipo 1 e a fímbria curli. A fímbria tipo 1 tem 
a capacidade de aglutinar eritrócitos e aderir a uma grande variedade de células (DYER et 
al., 2007). 

A fímbria curli é uma adesina produzida por algumas linhagens do gênero da 
Escherichia e Salmonella, que se liga a proteínas do hospedeiro e ativa mediadores 
inflamatórios. Ela tem o papel na autoagregação bacteriana e na formação de biofilme. 
Estudos argumentam que as linhagens portadoras desta estrutura são, geralmente, mais 
invasoras, O que contribuiria para sepse bacteriana (UHLICH, COOKE; SOLOMON, 2006). 

Ainda em relação à fímbria curli, sua estrutura consiste em uma proteína constituída 
por 2 subunidades (CsgA e CsgB), que tem alta afinidade com o corante vermelho-congo. 
A diferenciação entre bactérias que expressam curli e as que não a expressam se dá 
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pela coloração neste indicador, onde as bactérias que expressam curli formam colônias 
avermelhadas, enquanto as que não a expressam, deixam o meio opaco, sem cor (OLSÉN 
et al., 2002). Foi observada que a expressão de curli se dá de forma mais intensa em 
temperatura abaixo de 30ºC, em meio com baixa osmolaridade e pobre em nutrientes, 
durante a fase estacionária de crescimento (OLSÉN et al., 1993). Essas condições são 
observadas fora do hospedeiro (BEN NASR et al., 1996). 


71 ADESINAS 


Em EHEC, assim como em EPEC, outros fatores de virulência estão localizados 
cromossomalmente em uma ilha de patogenicidade denominada locus of enterocyte 
effacement (LEE), cujos genes codificam os elementos responsáveis pela lesão intestinal 
A/E (attaching and effacing). Essa lesão é caracterizada pela degeneração localizada 
das microvilosidades epiteliais intestinais e a montagem de estruturas semelhantes a 
pedestais, constituídas de filamentos de actina, formadas nos locais onde há bactérias 
aderidas (NATARO; KAPER, 1998). 

Os genes da região LEE codificam uma adesina não fimbrial de 94 kDa, a intimina 
(eae); um sistema de secreção do tipo Ill (proteínas Esc e Sep); chaperoninas (proteínas 
Ces); proteínas translocadoras (EspA, EspB e EspD) e proteínas efetoras (EspF, EspG e 
Map), assim como o receptor para intimina (Tir). A função das janelas abertas de leitura 
(open reading frames - ORFs) ainda é desconhecida. (GIRARD et al., 2005). 

A intimina é fator-chave de colonização para EHEC em ovinos (CORNICK et al., 
2002) e bovinos recém-nascidos e adultos (DEAN-NYSTROM et al., 1998), e parece ser 
a única adesina de E. coli 0157:H7 cujo papel na colonização do epitélio intestinal foi 
demonstrado em modelos animais (DONNENBERG et al., 1993; McKEE et al., 1995). No 
entanto, mutantes intimina-negativos ainda são capazes de colonizar certos locais do trato 
gastrintestinal dos ruminantes, e isso indica que outros fatores de colonização podem 
estar presentes (VAN DIEMEN et al., 2005). Em humanos, STEC eae-positivos estão 
relacionados a quadros severos de diarreia, principalmente CH e SHU (KARMALI et al., 
1985; PATON; PATON, 1998a). A região 5' do gene eae é conservada, enquanto a região 
3' é heterogênea. Esta observação tornou possível a confecção de iniciadores universais e 
alelo-específicos para o ensaio de PCR (Reação em Cadeia pela Polimerase), permitindo, 
assim, a diferenciação de 15 variantes de eae, que codificam 15 diferentes tipos e subtipos 
de intimina: a1, a2, B1, B2,y1,v2/0,0/K, e, Cn, LA, 4, v, e E (BLANCO etal., 2004). 

A análise da sequência genômica de duas cepas protótipos do sorotipo 0157:H7 
indicou a existência de, no mínimo, 12 regiões que codificam sequências homólogas a 
adesinas (HAYASHI et al., 2001; PERNA et al., 2001). Uma dessas regiões contém genes 
relacionados ao operon /pf (fímbria polar longa) de Salmonella enterica serovar Typhimurium 
(PERNA et al., 2001). A introdução do operon EHEC Ipf em E. coli K-12 resultou em um 
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aumento da expressão de fímbrias e da adesão a células em cultivo (TORRES et al., 2002). 
A subunidade principal de LPF, /pfA, foi detectada em cepas de EHEC dos sorogrupos 
0157 e 0145 (SZALO et al., 2002). 

Dentre as adesinas não-fimbriais, estão incluídas as adesinas Efal (Fator de 
aderência de EHEC) (NICHOLLS et al., 2000; STEVENS et al., 2002), lha (adesina 
homóloga a IrgA de Vibrio cholerae) (TARR et al., 2000), Cah (homólogo ao antígeno 43 
ligante de cálcio) (TORRES et al., 2002) e OmpA (proteína de membrana externa A). 

Algumas cepas de STEC não possuem a região LEE, portanto esta ausência na 
expressão de intimina indica que outras adesinas devem estar envolvidas na adesão às 
células hospedeiras (TORRES; KAPER, 2003). 

A adesina Saa (adesina auto-aglutinante de STEC) foi descrita em uma cepa de 
STEC do sorotipo 0113:H21. Saa é uma proteína de membrana externa, associada ao 
aumento da adesão às células HEp-2 quando expressa como uma proteína recombinante 
em E. coli (PATON et al., 2001). Estudos recentes indicaram que cepas saa-positivas são 
mais frequentemente encontradas em STEC isolados de bovinos do que de humanos, 
sugerindo um papel importante desta adesina na colonização intestinal desses animais 
(JENKINS et al., 20093). 

Afímbria LPF também foi caracterizada em cepas STEC 0113:H21 eo gene |pfAOTIS 
foi detectado em diversas cepas de E. coli isoladas de humanos e animais. Esta fímbria 
pode ser essencial no processo inicial de adesão, realizando a ancoragem bacteriana ao 
enterócito (OSEK et al., 2003). 
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OBJETIVOS 


11 OBJETIVO GERAL 


* Caracterizar em nível fenotípico e molecular as propriedades de adesão e ci- 
totoxicidade de isolados de origem fecal bovina de Escherichia coli produtoras 
das toxinas de Shiga (STEC) em células eucarióticas. 


21 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 


*— Investigar a presença dos genes de toxinas de Shiga e subtilase A; 


* Verificar a capacidade de adesão dos isolados às células de cultura de tecido 
(HEp-2 e HeLa); 


* Analisar as propriedades relacionadas com a adesão, incluindo a capacidade 
de hemaglutinação manose-resistente, produção de biofilme, ensaio Vermelho- 
“Congo para expressão de fímbria curli e hidrofobicidade de superfície celular; 


* Verificar a presença de genes que codificam as principais adesinas de STEC; 


e Correlacionar as propriedades de adesão com a presença dos genes de adesi- 
nas e com a capacidade de adesão às células eucarióticas; 
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MATERIAL E MÉTODOS 


11 ISOLADOS BACTERIANOS 


O presente trabalho foi conduzido no Laboratório de Microbiologia Médica da 
Universidade CEUMA inicialmente com 56 amostras de Escherichia coli pertencentes à 
bacterioteca local que foram previamente isoladas de fezes bovinas de rebanho apto para 
o abate, coletadas no interior do Estado do Maranhão (SALES, 2006). As amostras foram 
mantidas a -20ºC em meio BHI (Brain Heart Infusion) com 20% de glicerol. 


21 REAÇÃO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) PARA A VERIFICAÇÃO 
DA PRESENÇA DOS GENES STX1, STX2 E EAEA 

A partir do crescimento em ágar nutriente, os isolados presentes em uma única 
colônia foram raspados e homogeneizados em microtubos com 500 ul de água destilada 
estéril, submetidas à temperatura de 100ºC durante 10 minutos e depois os eppendorfs 
foram armazenados à temperatura de -20 “C (GIOFFRE et al., 2002). O DNA bacteriano 
foi utilizado como molde nas reações de amplificação e caracterização dos genes em 
estudo, utilizando-se pares de iniciadores. A análise da PCR foi realizada utilizando-se 
uma técnica por PCR multiplex para a pesquisa dos genes: stx1, stx2 e eaeA (PATON; 
PATON, 1998) (Tabela 1). As reações de amplificação foram feitas segundo o protocolo 
de Sales et al. (2006) utilizando-se 2 ul do DNA molde, 1U da enzima Tag polimerase, 
2 mM de MgCI2, 200 uM de desoxinucleótido trifosfato (ANTPs), 10 mM de Tris-HCI, 50 
mM de KCI (GibcoBRL — Invitrogen/Brasil) e água MilliQ, para um volume final de 50 ql. 
As condições de amplificação foram modificadas do protocolo original (PATON; PATON, 
1998) e incluíram os seguintes ciclos de amplificação: 95º C durante 5 minutos para 
desnaturação inicial, seguidos de 30 ciclos nas seguintes condições: desnaturação a 95º 
C/imin; anelamento a 60º C/Imin 30s e amplificação a 72º C/min. No final foi incluída 
uma etapa de extensão adicional a 72º C/10 min. Como controle positivo foi utilizada a 
estirpe de E. coli enterohemorrágica (EHEC) EDL933 positiva para os genes stx1, stx2 e 
eaeA e como controle negativo foi utilizada a estirpe de E. coli K12 DH5a. Os produtos da 
amplificação foram detectados mediante análise electroforética em gel de agarose a 2% 
corado com brometo de etídio. O gel foi examinado usando-se um transiluminador de luz 
ultravioleta para a visualização dos padrões de bandas referentes aos genes pesquisados 
e então fotografados. 
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Primers Sequência (5"- 3º) Produto amplificado(pb) 


Stxt F ATA AAT CGC CAT TCG TTG ACT AC 

180 
Stxt R AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC 
Stx2 F GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC 

255 
Stx2 R TCG CCAGTTATCTGACAT TCTG 
EaeA F GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC 

384 
EaeA R CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG 


Tabela 1. Iniciadores utilizados para Reação em Cadeia pela Polimerase multiplex para pesquisa dos 
genes stx1, stx2 e eaeA 


Fonte: Paton e Paton (1998a) 


31 ADESÃO BACTERIANA ÀS CÉLULAS HELA E HEP-2 


3.1 Cultivo e preparo das monocamadas celulares 


As células HeLa foram descongeladas em banho-maria a 37º C e transferidas para 
uma garrafa de cultura de células contendo meio MEM (meio mínimo essencial de Eagle 
modificado / Cultilab), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB / Cultilab) e 1% de 
solução de antibióticos contendo penicilina (1000 U /mL; Sigma) e estreptomicina (250 ug 
/ mL; Sigma). Os frascos de cultura foram incubados em atmosfera de 5% de CO, e 37ºC, 
por 48 h, até a formação do tapete celular. Após este período, o meio foi descartado, sendo 
adicionada à cultura celular uma solução de ATV (Associação Tripsina-Versene / Cultilab) 
para o deslocamento do tapete. As células foram ressuspensas no meio MEM, acrescido 
de 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibióticos, para um número estimado de 2,5 
x 10 células / mL. A suspensão de células foi distribuída em microplacas de 24 cavidades, 
contendo lamínulas, em volumes de imL por cavidade. As placas foram incubadas a 
37ºC em atmosfera de 5% de CO, por 48 h ou até que a monocamada atingisse a semi- 


confluência. 


3.2 Teste de adesão às células HeLa e HEp-2 

Um inóculo de 40uL das amostras de E. coli cultivadas em TSB (caldo tripticaseína 
de soja) por 18h a 37ºC em agitação de 150 rotações por minuto (RPM) foi adicionado 
em placas de 24 orifícios, contendo monocamadas celulares semi-confluentes de células 
HeLa contidas em MEM acrescido de SFB a 2% na ausência ou presença de D-manose a 
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2%. Após 2h de incubação a 37ºC, em atmosfera de 5% de CO, (período de infecção), as 
placas foram lavadas com PBS e adicionado ao meio 1mL de MEM acrescido de SFB com 
e sem manose. Após 2h (período de multiplicação), cada uma das placas foi lavada com 
PBS (tampão fosfato-salino) e as células fixadas com metanol por um período mínimo de 
10 minutos. As preparações foram coradas com May-Grunwald / Giemsa e analisadas em 
microscópio óptico (Nikon). Foram consideradas amostras aderentes quando se detectava 
pelo menos 10 bactérias aderidas em uma determinada localidade da célula (WIELER et 
al., 1998). 


41 ENSAIO DE HEMAGLUTINAÇÃO MANOSE-SENSÍVEL E MANOSE- 
RESISTENTE 

As amostras foram examinadas quanto à presença de hemaglutininas sensíveis ou 
resistentes à manose pela técnica de aglutinação em lâmina às hemácias de carneiro, na 
ausência e na presença de D-manose a 1%, como o descrito por Evans et al. (1981). 

Os isolados foram previamente semeados em caldo BHI e incubados a 37ºC por 
24 horas para que, posteriormente, fossem utilizadas no teste de hemaglutinação. Para 
realização do teste foi colocado em uma lâmina: 20 yL da hemácia humana a 3% em 
PBS, 20 yL da suspensão bacteriana previamente crescida em caldo BHI e 20 yL de 
PBS com 1% de manose. Com auxílio de um palito de madeira estéril as soluções foram 
misturadas e agitadas manualmente por aproximadamente 60 segundos. As cepas de 
E.coli que aglutinaram os eritrócitos humanos na presença de manose foram denominadas 
de manose-resistente (MRHA), no entanto as amostras de E.coli que não aglutinaram os 
eritrócitos na presença de manose foram denominadas de manose-sensível (MSHA). 


51 IDENTIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO DE FÍMBRIA CURLI 


As bactérias foram cultivadas em caldo Luria-Bertani (LB) com ph 8, a 37ºC, por 
24 horas. Posteriormente, as culturas foram semeadas em placas de ágar Luria- Bertani 
(LB) sem sal, contendo 0.004% de Vermelho Congo e 0.002% de Azul Brilhante. As placas 
foram incubadas por 24 e 48 horas em temperatura ambiente. Colônias vermelhas ou rosas 
indicavam a expressão de curli (DA RE; GHIGO, 2006). 


61 DETECÇÃO DA PRODUÇÃO DE BIOFILME POR ESPECTROFOTOMETRIA 


Foi realizada através dos cultivos em BHI, 24 horas após a inoculação a 37ºC. Os 
mesmos foram padronizados por espectrofotometria, deixando-se todos com densidade 
óptica (Do) igual a 0,7. Logo após, uma porção de cada cultivo foi diluída à 1:40 em meio 
BHI. Cada amostra foi adicionada em microplacas com 96 poços com fundo em U, em 
volume de 200 uL/cavidade. Após preenchidas, as placas foram incubadas à 37ºC por 24 
horas em estufa. Após o tempo de incubação, as placas foram lavadas por três vezes com 
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tampão PBS e deixadas à temperatura ambiente. Os testes foram realizados em triplicata. 
Foi adicionado às placas 200uL/cavidade de Cristal Violeta, que foram incubadas por 15 
minutos à temperatura ambiente. Após, cada poço foi lavado com água destilada por três 
vezes, e deixadas secar em temperatura ambiente. As placas coradas com cristal violeta 
foram submetidas a espectrofotometria com filtro de 540nm para aferir as respectivas 
absorbâncias de cada poço. Baseando-se nas densidades ópticas (D.o.) produzidas 
pelos isolados (D.o.i) e tomando-se por base o controle negativo (D.o.c) os isolados foram 
classificados nas seguintes categorias (STEPANOVIC” et al., 2004): 


Não produtor: D.o.i< D.o.c 
Produtor fraco: D.o.c < D.o.i 
Produtor moderado: (2x D.o.c) < D.o.i < (4 X D.o.c) 


Produtor forte: (4 X D.o.c) <D.o.i 


71 DETERMINAÇÃO DA HIDROFOBICIDADE DE SUPERFÍCIE CELULAR 


Após crescimento em BHI ágar por 24h a 37ºC, as culturas foram suspensas em 
concenirações crescentes de sulfato de amônio (NH,),SO,, de 0,5M, 1,0M, 1,5M, 2,0M, 2,5M 
e 3,0M. A formação de grumos em até dois minutos após a suspensão indicou resultado 
positivo, foi considerado hidrofóbico o isolado que formou grumos em concentrações de 
sulfato de amônio inferiores a 2M (SCHMIDT et al., 1998; KREPSKY et al., 20093). 


81 PESQUISA DOS GENES DE ADESINAS SAA, IHA, EFA1, LPFAO113, EHAA 
E DA CITOTOXINA SUBA 

A pesquisa dos genes de virulência referentes às adesinas Saa, lha, Efa1, LpfAO113 
e EhaaA, bem como da citotoxina SubA, foram realizadas com os iniciadores e condições 
descritas na Tabela 2. As concentrações empregadas foram as seguintes para cada 
amostra: iniciador (2,5 uL), Go Tag Green Master Mix (12,5 yL), DNA molde (2,5 yuL) e H,O 
(5 uL), totalizando o volume total de 25 ul. 

Como controle positivo para os genes iha, efa1, ehaA, saa, IpfAO113 e subA foi 
utilizada uma amostra de EHEC 0157:H7. Como controle negativo para todos os genes foi 
utilizada a E. coli DH5a. Os produtos da amplificação foram detectados mediante análise 
electroforética em gel de agarose a 1,5% (Ilha, Efa1, LpfAO113, EhaA) e gel de agarose a 
0,8% (Saa e SubA), ambos corados com brometo de etídio. O gel foi examinado usando-se 
um transiluminador de luz ultravioleta para a visualização dos padrões de bandas referentes 
aos genes pesquisados e então fotografados (WU et al., 2010). 


Material e métodos 


19 


Condições de Amplificação 


Primer Sequência (5'-3') ER a Referência 
Desnaturação Anelamento Extensão (bp) 
saa-11 ACCTTCATGGCAACGAG 94º€, 30 5 55ºC,60s 72ºC,908 1.504 ne 
saa-22 AATGGACATGCCTGTGG 
iha-u GAAATCAGCATCCGAGG 94ºC, 305 55ºC,30s 72,608 40 io 
iha-d ATACGCGTGGCTECTGA 
efal-u GTCAAAGGTGTTACAGAG 94ºC, 305 55ºC,30s 72,608 640 Ro 
efal-d ATTCCATCCATCAGGCC 
IpfAO113-u ACTTGTGAAGTTACCTCC 94ºC, 305 55ºC,30s 72C,605 360 o 
IpfAO113-d CGGTATAAGCAGAGTCG 
ehaA-u AGGCATGAGACACGATC 94ºC, 30 5 55ºC,30S 720608 500 irá 
ehaA-d AAGTCGTGCCATTGAGO 
subAF GTACGGACTAACAGGGAACTG PATON e 
ê 5 õ PATON, 
subAR  ATCETCATATECACOTCCO MG S0s  SG,S0s 7C,608 1.264 2005 


Tabela 2. Iniciadores das adesinas e citotoxina e condições da Reação em Cadeia pela Polimerase 


91 ANÁLISE ESTATÍSTICA 


Para a análise da distribuição da adesão em células eucarióticas e a relação entre 


a presença dos genes de adesinas nos isolados de STEC foi utilizado o teste do qui- 


quadrado de aderência. Para verificar as relações entre as propriedades de adesão e a 


capacidade de adesão nas células eucarióticas, dos genes de adesinas e a capacidade 


de adesão em células e as propriedades de adesão e a presença dos genes de adesinas, 


foram empregados o teste binomial. O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente 


significativo. No processamento eletrônico dos dados, foi utilizado o software BioEstat 5.0. 
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RESULTADOS 


11 PESQUISA DOS GENES CODIFICADORES DE CITOTOXINAS 


De uma coleção bacteriana constituída por 56 cepas de E. coliisoladas de bovinos, 
21 (37,5%) foram caracterizadas como STEC, uma vez que apresentavam os genes das 
toxinas de Shiga (stx1 e/ou stx2). No geral, o gene da citotoxina Stx1 foi detectado em nove 
isolados (42,9%), enquanto que o gene que codifica a citotoxina Stx2 foi evidenciado em 
17 isolados (81%), sendo o gene de toxina mais presente dentre os isolados. Destes, foi 
observado que cinco isolados (23,8%) possuíam os genes stx1 e stx2 simultaneamente; 12 
isolados (57,1%) possuíam unicamente o gene stx2 e quatro isolados (19%) albergavam 
apenas stx1. 

Além desses genes, foi pesquisado também o gene subA que codifica a citotoxina 
subtilase A. Dos 21 isolados, 15 (71,4%) foram positivos para esse gene. Por outro lado, 
cinco isolados (AN 31, AN 74.1, AN 74.3, AN 75 e AN 88) apresentaram os genes para as 
três citotoxinas (Tabela 3). 


Genes de citotoxinas 


Isolado stx1 stx2 subA 
(180 bp) (255 bp) (1264 bp) 
AN 15.1 + - - 
AN 15.2 + E - 
AN 30 - + + 
AN 31 + + + 
AN 33 - + po 
AN 41 - + + 
AN 49 - + + 
AN 50 - + - 
AN 51.1 + - + 
AN 60 = + - 
AN 62 + E E 
AN 73 = + + 
AN 74.1 + + + 
AN 74.3 + + + 
AN 75 + + + 
Resultados 
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AN 78 - + - 


AN 81 - + E 
AN 85 - + + 
AN 88 + + + 
AN 94 - + + 
AN 97 - + + 
n (%) 9 (42,9) 17 (81) 15 (71,4) 


Tabela 3. Caracterização molecular dos 21 isolados de STEC de origem bovina 


21 ADESÃO ÀS CÉLULAS HUMANAS 


Os resultados dos testes de adesão às linhagens celulares HEp-2 e HeLa 
evidenciaram que esta adesão ocorreu em ambas as células pesquisadas, sendo mais 
evidenciada nas células HEp-2, com 19 isolados (90,5%). A adesão em células HeLa foi 
constatada em 14 isolados (66,7%), sendo que destes, 13 também aderiram em células 
HEp-2, o único isolado que aderiu em células HeLa e não aderiu em células HEp-2 foi 
o isolado AN 15.2 (Tabela 4). A análise comparativa da adesão nas células indicou uma 
diferença significativa, pois as cepas de STEC aderiram predominantemente em células 
HEp-2 (p < 0,05). 

Na análise da adesão nas duas linhagens celulares, foi verificada uma distribuição 
heterogênea (p = 0,0043), pois seis isolados (28,6%) aderiram-se somente em células HEp- 
2, um isolado (4,8%) aderiu somente em células HeLa, 13 isolados (61,9%) aderiram em 
ambas as linhagens celulares e apenas uma amostra não se mostrou aderente a nenhuma 
das duas células eucarióticas analisadas (Tabela 5). A figura 1 mostra a interação dos 
isolados de STEC em células HeLa. 
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Capacidade de adesão 


Isolado 
HEp-2 HeLa 
AN 15.1 = . 
AN 15.2 - + 
AN 30 + + 
AN 31 + - 
AN 33 + + 
AN 41 + + 
AN 49 + + 
AN 50 + - 
AN 51.1 + + 
AN 60 + + 
AN 62 + + 
AN 73 + + 
AN 74.1 + + 
AN 74.3 + - 
AN 75 + - 
AN 78 + + 
AN 81 + & 
AN 85 + + 
AN 88 + - 
AN 94 + + 
AN 97 + - 
n (%) 19 (90,5) 14 (66,7) 


p < 0,05 — análise comparativa da adesão em células HEp-2 e HeLa. 


Tabela 4. Capacidade de adesão dos isolados de STEC de origem bovina às células eucarióticas (HEp- 
2e HeLa) 
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Perfil de adesão nº positivos (%) 
Aderentes 20 (95,2) 
Em HEp-2/HeLa 13 (61,9) 
Apenas em HEp-2 6 (28,6) 
Apenas em HeLa 1 (4,8) 
Não aderente 1 (4,8) 


(p = 0,0043) Teste qui-quadrado de aderência 


Tabela 5. Perfil da adesão bacteriana de isolados de STEC de origem bovina em duas diferentes 


linhagens celulares 


Figura 3. Adesão de isolados de STEC em células HeLa, após coloração pelo panótico (aumento de 


1000x). 
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31 PESQUISA DAS PROPRIEDADES RELACIONADAS COM A ADESÃO 


Com o intuito de se verificar se haviam propriedades relacionadas à capacidade 
de adesão destes isolados bacterianos, foi investigada a capacidade de hemaglutinação 
manose-resistente, a expressão da fímbria curli, a formação de biofilme e a hidrofobicidade 
da superfície bacteriana. Na Tabela 6 está demonstrado que os isolados de STEC 
usualmente apresentavam adesinas manose-resistentes, uma vez que todos foram MRHA- 
positivos. Além disso, a maioria dos isolados apresentava superfície hidrofóbica (85,7%) e 
produzia biofilme (76,2%). 


Produção de Expressão de 
Isolado biofilme MRHA fímbrias curli Hidrofobicidade ” 


AN 15.1 = 
AN 15.2 
AN 30 
AN 31 
AN 33 
AN 41 
AN 49 - 
AN 50 + 
AN 51.1 + 
AN 60 E 
AN 62 - 
AN 73 + 
AN 74.1 + 
AN 74.3 + 
+ 
+ 


++ + + + 


+++ +++ ++ 


AN 75 

AN 78 

AN 81 - 
AN 85 + 
AN 88 + 
AN 94 + 
AN 97 + + + + 


ALFA AA +++ ++ 


+ 


n (%) 16 (76,2) 21 (100) 7 (33,3) 18 (85,7) 


a As amostras consideradas positivas, mostraram-se fracas produtoras de biofilme. 


* As amostras consideradas positivas foram as que precipitaram em concentrações de (NH,),SO, 
inferiores a 2M. 


Tabela 6. Propriedades relacionadas com a adesão nos isolados de STEC de origem bovina 
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41 PESQUISA DOS GENES DE ADESINAS 


Com o objetivo de se esclarecer os mecanismos de adesão dos isolados de STEC, 
foram pesquisados, através de PCR, seis genes que codificam as seguintes adesinas: 
intimina, Saa, lha, LpfAO113, EhaaA e Efal. 

O gene eaeA que codifica a intimina foi detectado unicamente em dois isolados (AN 
15.2 e AN 31), já o gene que codifica a adesina Saa (adesina auto-aglutinante de STEC) foi 
detectado em sete amostras (33,33%), sendo que as únicas duas amostras que possuem o 
gene eaeA também possuem o gene saa. O gene que codifica a adesina Ilha foi observado 
em cinco amostras (23,8%). O gene que codifica a adesina IpfAO 113 estava presente em 
13 amostras (61,9%). Já o gene que codifica a adesina ehaA (autotransportadora de EHEC) 
foi o mais frequente entre todos, observando-se em 17 isolados (81%). O gene que codifica 
a adesina Efa1 (Fator de aderência de E. coli) foi pesquisado, porém não foi detectado em 
nenhum isolado. 

Pode-se verificar na Tabela 7 que nenhum isolado apresentava os cinco genes, 
porém os isolados AN 31, AN 51.1 e AN 74.1 apresentaram genes para quatro diferentes 
adesinas. Observou-se que a distribuição dos mesmos foi bastante heterogênea entre as 
amostras (p=0,002), uma vez que dois isolados apresentaram eaeA, enquanto 17 isolados 
possuíam ehaa, evidenciando a grande variabilidade genética entre os isolados estudados. 


Isolado eaeA saa iha IpfAO113 ehaA 
AN15.1 - + + = + 
AN 15.2 + + E z E 
AN 30 - - - + E 
AN31 + + - + + 
AN 33 - - - - - 
AN 41 - - + + + 
AN 49 - + - s + 
AN 50 - - - + + 
AN 51.1 - + E E, E 
AN 60 - - - + & 
AN 62 - + E + + 
AN 73 - - - + e 
AN 74.1 - + + e 
AN 74.3 - - - + + 
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AN 75 E E - + + 


AN 78 - - - - + 
AN 81 - - - + + 
AN 85 - - = = - 
AN 88 Ed E = = = 
AN 94 - - + & + 
AN 97 - - - E a 
n(%) 2 (9,5) 7(33,8) 5 (23,8) 13 (61,9) 17 (81) 


“O gene efa1 não foi detectado em nenhuma das 21 amostras. 
(p = 0,002) Teste qui-quadrado de aderência 


Tabela 7. Distribuição dos genes de adesinas dos isolados de STEC º 


51 RELAÇÃO ENTRE AS PROPRIEDADES DE ADESÃO E A CAPACIDADE DE 
ADESÃO AS CELULAS EUCARIÓTICAS 

A Tabela 8 mostra a relação entre as propriedades de adesão e a capacidade de 
adesão em células eucarióticas (HEp-2 e HeLa). Das 21 amostras positivas para MRHA, 
19 isolados aderiram-se em células HEp-2 e 14 isolados aderiram em células HeLa. 
Observou-se também que todos os sete isolados que expressaram fímbria curli, aderiram 
em células HEp-2, porém apenas três isolados apresentaram adesão em células HeLa. No 
que diz respeito à produção de biofilme, dos 16 isolados positivos para esta propriedade 
de adesão, 15 aderiram às células HEp-2 e dez aderiram em células HeLa. Dentre os 18 
isolados que apresentaram hidrofobicidade de superfície celular, 16 deles aderiram em 
células HEp-2 e apenas 11 aderiram em células HeLa. Foi observado ainda que todas 
as quatro propriedades estavam relacionadas e podem interferir no processo de adesão 
apenas às células HEp-2 (p < 0,05). 


Adesão às células eucarióticas 


Propriedades de adesão N Positivos em HEp-2 Positivos em HeLa 

n (%) p n (%) p 
MRHA 21 19 (90,5) 0.0002 14 (66,7) 0.1892 
Hidrofobicidade 18 16 (88,9) 0.0013 11 (61,1) 0.4807 
Produção de biofilme 16 15 (94) 0.0005 10 (62,5) 0.4545 
Expressão de curli 7 7 (100) 0.0156 3 (42,8) 0.706 


Teste binomial 


Tabela 8. Relação das propriedades de adesão e a capacidade de adesão em duas linhagens de 
células eucarióticas 
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61 RELAÇÃO ENTRE A PRESENÇA DOS GENES DE ADESINAS E A 
CAPACIDADE DE ADESÃO AS CELULAS EUCARIÓTICAS 

Buscando-se verificar a relação entre a presença das adesinas e a capacidade de 
adesão às células HEp-2 e HeLa foi constatado que dos dois isolados positivos para o gene 
eaeA, apenas um (50%) aderiu em células HEp-2 e o outro isolado aderiu em HeLa. Para 
a adesina Saa, a proporção da adesão se deu de forma semelhante nas duas linhagens 
celulares, com cinco isolados (71,4%), fato este que ocorreu também com a adesina lha, que 
apresentou quatro isolados (80%) que provocaram adesão em ambas as células. A adesina 
LpfAO113, apresentou relação diferente entre as duas linhagens celulares, mostrando-se 
presente em todos os 13 isolados (100%) em células HEp-2 e em nove isolados (69,2%) 
em células HeLa. Dos 17 isolados positivos para adesina ehaA, 15 (88,2%) aderiram em 
células HEp- 2 e 11 destes (64,7%) aderiram em células HeLa (Tabela 9). 

Notou-se que nenhum gene de adesina esteve associado à adesão em células 
HeLa, porém, em se tratando de células HEp-2, as adesinas LpfAO113 e EhaA podem ter 
contribuído significativamente para a adesão bacteriana nesta linhagem celular (p = 0,0002 
e p = 0,0028, respectivamente). 


Adesão às células eucarióticas 


ed N Positivos em HEp-2 Positivos em HeLa 
n (%) p n (%) p 
ehaA 17 15 (88.2) 0.0023 11 (64.7) 0.3323 
IpfAO 113 13 13 (100.0) 0.0002 9 (69.2) 0.2668 
saa 7 5 (71.4) 0.4531 5 (71.4) 0.4531 
iha 5 4 (80.0) 0.3750 4 (80.0) 0.3750 
eaeA 2 1 (50.0) 1.0000 1 (50.0) 1.0000 


Teste binomial 


Tabela 9. Relação dos genes de adesinas e a capacidade de adesão em duas linhagens de células 
eucarióticas 


71 RELAÇÃO ENTRE A PRESENÇA DOS GENES DE ADESINAS E AS 
PROPRIEDADES DE ADESÃO 

A Tabela 10 evidenciou a relação entre as propriedades de adesão e as adesinas 
existentes nos 21 isolados de STEC. Pode-se observar que a propriedade de adesão 
hemaglutinação manose-resistente foi influenciada pela presença de quatro genes de 
adesinas (saa, iha, IpfAO113 e ehaA). Outra propriedade de adesão marcante, a formação 
de biofime, foi influenciada somente pela presença do gene IpfAO113 (p = 0,046) . Já a 
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hidrofobicidade foi influenciada pela presença dos genes IpfAO113 (p = 0,046) e ehaA (p 


= 0,006). 


O gene IpfAOT13 influenciou na expressão de três propriedades pesquisadas 


(hemaglutinação manose-resistente, produção de biofilme e hidrofobicidade), seguido 


pelo gene ehaA que interferiu positivamente na expressão da hemaglutinação manose- 


resistente e na hidrofobicidade. 


Propriedades Adesinas 
de adesão eaeA p saa p iha p IpfAO113 p ehaA p 

2/2 am 5/5 13/13 1717 

MRHA 0,250 0,008 0,031 <0,001 <0,001 
100% 100% 100% 100% 100% 
2/2 417 415 10/13 1217 

o nei de 0,250 0,353 0,188 0,046 0,072 
100% 57,1% 80% 76,9% 70,6% 
2/12 5/7 415 10/13 1417 

Hidrofobicidade 0,250 0,227 0,188 0,046 0,006 
100% 71,4% 80% 76,9% 82,4% 


Teste binomial 


Tabela 10. Relação entre as propriedades de adesão e a presença dos genes de adesinas 


Resultados 


29 


DISCUSSÃO 


A habilidade dos patógenos bacterianos de se ligarem à mucosa do hospedeiro é um 
passo crítico para o desencadeamento de inúmeras infecções bacterianas. Os isolados de 
STEC expressam uma ampla variedade de adesinas fimbriais e afimbriais que possibilitam 
a formação de biofilmes nas superfícies celulares e, consequentemente, tornam os 
ruminantes reservatórios persistentes de STEC (FARFAN, 2012). 

O principal fator de virulência das STEC são as toxinas de Shiga, duas potentes 
citotoxinas (Stx1 e Stx2) que provocam inúmeros sintomas em pacientes infectados 
por STEC, podendo leva-los até a morte. Em ruminantes, a toxina de Shiga 1 (Stx1) 
desencadeia maior número de sintomas, sendo o principal deles a diarreia, muitas vezes 
sanguinolenta, enquanto que em humanos esses casos são mais observados com a 
presença da Stx2, que pode até evoluir para casos de síndrome hemolítico-urêmica (SHU) 
e púrpura trombocitopênica (PTT), principalmente em crianças e idosos (NATARO; KAPER, 
1998). 

Neste estudo foi constatado que as amostras de STEC isoladas de fezes de bovinos 
do Estado do Maranhão podem interagir com células humanas “in vitro” causando infecção, 
considerando a elevada frequência em que aderiram às células HEp-2 e HeLa e pelo seu 
potencial toxigênico. 

Quanto a distribuição das toxinas de Shiga, o presente estudo apresentou resultados 
semelhantes ao realizado por Cookson et al. (2002) que analisaram 26 isolados de STEC e 
constataram a presença de 14 isolados (53,8%) que carreavam o gene stx1, 22 (84,6%) O 
gene sitx2 e 10 amostras (38,4%) possuíam ambos os genes (stx1 e stx2). 

A alta prevalência de isolados que carreavam unicamente o gene stx2 (57,1%) 
é relevante, pois amostras stx2-positivas são potencialmente mais virulentas e mais 
frequentemente associadas com quadros de SHU em relação a outras albergando apenas 
o gene stx1 ou ambos (SCHIMIDT et al., 1995) (FRIEDRICH et al., 2002). 

Outra citotoxina de extrema importância na patogenicidade das STEC é a subtilase 
A (SubaA). O gene desta toxina mostrou prevalência significativa dentre os isolados deste 
estudo (71,4%). A distribuição deste gene apresenta-se de forma muito heterogênea na 
literatura. Neste estudo foi observada uma ligação entre a presença dos genes subAe six2. 
Dos 15 isolados positivos para subA, apenas dois não possuíam stx2. Esses dados são 
semelhantes aos observados por Paton; Paton (2005) e Velandia et al. (2011). 

Essa nova citotoxina, chamada subtilase, pode contribuir para o aumento da virulência 
de amostras de STEC em humanos (PATON et al., 2004). Foi sugerido previamente que 
esta toxina pode aumentar os efeitos das toxinas de Shiga (PATON; PATON, 2010). A 
citotoxina SubA foi identificada unicamente em amostras de STEC (PATON; PATON, 2005). 

A SubA é tóxica para células Vero e letal para camundongos, causando extensa 
trombose microvascular e necrose no cérebro, rins e fígado (PATON et al., 2004) 
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(MORINAGA et al., 2007). A citotoxicidade dessa toxina perante células eucarióticas é 
devida a uma clivagem específica da chaperona BiP/GRP78 que é uma reguladora da 
função do retículo endoplasmático (PATON et al., 2006). 

Quanto a associação entre os genes subA e eaeA, dos dois isolados positivos para 
eaeA, um possuía subA e outro não. Este resultado contrasta com alguns estudos que 
mostram que os genes subAB são identificados unicamente em amostras de STEC eae- 
negativas (PATON; PATON, 2005) (TOZZOLI et al., 2010). Entretanto, Newton et al. (2009) 
relataram uma amostra de STEC albergando tanto genes subA e eae. 

Em relação à presença do gene eaeA, evidenciado em apenas 2 amostras (9,5%), 
a literatura mostra resultados diversos, como apresentado por Wu et al. (2010), onde o 
gene foi detectado em 58 (95%), dentre 61 isolados de pacientes diarreicos e em apenas 2 
(1,2%), das 171 amostras de gado saudável. Enquanto Orden et al. (2011), em um estudo 
com 52 amostras isoladas de gado saudável e diarreico, observaram a presença de 14 
amostras (27%) positivas para o gene eae. 

O gene eaeA está envolvido com a expressão do fenótipo A/E, que provoca as 
lesões típicas das STEC e EPEC no enterócito. As lesões A/E envolvem mudanças 
estruturais, como a perda das microvilosidades e a ligação íntima da bactéria na superfície 
do enterócito. Beneficiando a adesão bacteriana, existe um acúmulo de componentes 
citoesqueléticos, resultando na formação de estruturas semelhantes a pedestais. Todos 
os genes necessários para a formação dessa lesão A/E estão localizados na ilha de 
patogeniciade LEE, que alberga, dentre outros, o gene eaeA, que codifica para a proteína 
intimina que possibilita essa ligação próxima e eficaz entre a bactéria e o enterócito. Esse 
fenômeno é observado tanto em STEC, quanto em EPEC (PATON; PATON, 1998). Segundo 
Torres (2010) a proporção de detecção do gene eaeA tem predominado dentre as amostras 
provenientes de gado diarreico (43,8%) em relação ao gado saudável (19,4%). 

O fator que pode explicar essa baixa prevalência do gene eaeA nas amostras 
estudadas, seria o fato de que em gado jovem o gene eae está presente em uma grande 
porcentagem das amostras, porém esse genótipo não é observado em animais adultos. 
Presumivelmente, as diferenças fisiológicas no ambiente intestinal entre gado amamentado 
e gado ruminante possuem um importante papel. Antes da ruminação, amostras eae- 
positivas parecem ter uma vantagem de colonização no trato intestinal. Após a ruminação, 
esta habilidade pode não ser uma vantagem para a adesão específica na mucosa do rúmen 
(SANDHU et al., 1996). 

A adesão dos isolados de STEC de origem bovina às células eucarióticas analisadas 
representou uma propriedade de virulência marcante, uma vez que mais de 95% dos 
isolados aderiram a pelo menos uma linhagem celular, sendo esta adesão mais acentuada 
em relação às células HEp-2 (90,5%) que em HeLa (66,7%). Estes dados corroboram com os 
achados do estudo de Rocha et al. (2011), que constataram uma elevada frequência (87,5%) 
de isolados bovinos aderentes às células humanas. Por outro lado, alguns autores têm 
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demonstrado uma diminuição desta frequência, como Wieler et al. (1998) que observaram 
um índice de apenas 67% de adesão dos isolados de STEC às células humanas. Esses 
dados, bem como os do presente estudo demonstram uma heterogeneidade na distribuição 
geográfica de STEC, interferindo na capacidade de adesão e, consequentemente, no seu 
potencial de infecção às células humanas. 

O primeiro passo na contaminação de superfícies de contato de alimentos é a 
adesão das células bacterianas ao substrato, um processo que pode ser influenciado por 
um grande número de propriedades, tais como: a expressão de fímbrias, hidrofobicidade 
da superfície celular e formação de biofilme (BOYER et al., 2007). 

No presente estudo, verificou-se que 76,2% das amostras tinham capacidade de 
produzir biofilme. Biscola et al. (2011) analisaram 33 amostras STEC não-0157, 16 delas 
(48%) formaram biofilme em microplacas de poliestireno com 96 poços, em 48 horas, a 
37ºC. Já para 18 isolados STEC 0157, oito (44%) produziram biofilme nas condições acima 
relatadas. 

Biofilmes são estruturas altamente complexas, contendo microcolônias separadas 
por microcanais de água e podem tornar antibióticos e biocidas ineficazes. As células 
derivadas de biofilme são, geralmente, mais resistentes às condições ambientais adversas 
do que em sua forma planctônica. A formação do biofilme é um processo dinâmico de várias 
fases. Inicialmente, a superfície afetada é coberta com um filme de moléculas orgânicas. A 
adesão reversível da bactéria pode ser seguida por adesão irreversível, com o crescimento 
e produção de um polímero extracelular (COSTERTON et al., 1999). 

Outro fator que está intimamente ligado à produção de biofilme é a expressão de 
fímbrias curli. Dentre os 21 isolados estudados, apenas sete (33,3%) expressaram curli a 
28ºC, após 48 horas. Proporção esta parecida com o trabalho de Biscola et al. (2011) que 
observaram que, dentre 33 amostras de STEC não- 0157, 14 (42%) expressaram curli em 
ágar vermelho-congo, após 48 horas, a 28ºC. Entretanto, utilizando-se 18 amostras de 
STEC 0157, apenas 5 amostras (28%), expressaram curli nas condições acima citadas. 
No entanto, Cookson et al. (2002), verificaram que a expressão de curli em 26 amostras de 
STEC, positivas para o gene csgA se deu em somente 5 isolados (19,2%), evidenciando 
que a presença do gene, não implica, obrigatoriamente, a expressão do fenótipo. 

É possível que a produção de curli melhore a autoagregação bacteriana, 
aumentando, por consequência, a habilidade de se ligar/unir em superfícies (DEL RE et 
al., 2000). Amostras produtoras de fímbria curli são mais hidrofóbicas que amostras não- 
produtoras de curli (BOYER et al., 2007). 

A prevalência da adesina EhaA nas amostras do presente estudo assemelham- se 
ao trabalho de Biscola et al. (2011) que, dentre 33 isolados de STEC não-0157, 24 (73%) 
foram considerados positivos para o gene ehaAº e 27 (82%) foram positivos para o gene 
ehaAº, Já para 18 amostras de STEC 0157, 17 (94%) confirmaram-se como positivas para 
o gene ehaAº e todas as 18 amostras foram positivas para o gene ehaAº (BISCOLA et al., 
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2011). 

A adesina designada como “EHEC autotransporter” (Eha) foi identificada em 
inúmeras amostras de STEC de diferentes origens, algumas delas (EhaA, EhaB e Ehad) 
foram implicadas na ligação com superfícies bióticas e abióticas (WELLS et al., 2009) 
(POLIFRONI et al., 2012). A EhaA promove a adesão às células epiteliais primárias da 
porção terminal do reto em bovinos (WELLS et al., 2009). 

Em outro estudo, o gene ehaA foi muito prevalente em amostras de STEC, 
independentemente do sorotipo, origem e presença da região LEE, com distribuição de 
98% e 95% em humanos e bovinos, respectivamente WU et al., 2010). 

A prevalência da adesina LpfAO113 nos isolados estudados (61,9%) se mostrou 
diferente de outros trabalhos. Tatarczak et al. (2005) observaram que, dentre 74 amostras 
de STEC provenientes de diferentes fontes, 25 (33,8%) foram positivas para o gene IpfAO ,.. 
Esses 25 isolados pertenciam tanto a sorogrupos de STEC 0157, quanto não-0157. 


O segundo gene em prevalência detectado foi o gene IpfA Segundo Osek et 


os 
al. (2003) esse gene estava presente apenas nas amostras de STEC LEE- negativas, 
no entanto, outros estudos têm demonstrado a presença deste gene em amostras LEE- 
positivas (TOMA et al., 2004; CERGOLE-NOVELLA et al., 2007; WU et al., 2010). 

Em relação à adesina lha, sua frequência tem variado em alguns estudos de 60 a 
94% em isolados de fezes bovinas (TATARCZAK et al., 2005; WU et al., 2010), contrastando 
com a frequência de 23,8% observada nos isolados deste estudo. 

Nesta pesquisa não foi identificada a presença do gene da adesina Efa1 em nenhum 
isolado. Diferentemente de Tatarczak et al. (2005) que constataram em 42 de 74 isolados 
de STEC de várias fontes (56,7%) foram positivos para a pesquisa de genes efa1. Porém, 
Wu etal. (2010), dentre 171 amostras de STEC isoladas de bovinos saudáveis, observaram 
a presença dos genes efa1 e eaeA em somente duas amostras (1,2%) cada. 

Ainda nesta pesquisa, o gene da adesina Saa foi evidenciado em 7 isolados 
(33,3%), mostrando ligação com a presença conjunta da citotoxina SubA. Esta associação 
foi observada também por Orden et al. (2011), onde sete de nove amostras STEC subAB- 
positivas isoladas de gado saudável, foram também positivas para stx2 e saa. Outros 
estudos mostraram associação entre os genes subAB e saa isolados de gados (CERGOLE- 
NOVELLA et al., 2007; KARAMA et al., 2008) . A adesina Saa foi identificada em maior 
proporção entre isolados provenientes de gado saudável (90%) que em relação a amostras 
isoladas de pacientes diarreicos (3,3%) (WU et al., 2010). 
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CONCLUSÃO 


Os resultados do presente estudo nos permite concluir que: 


Dos genes das três toxinas pesquisadas, o da citotoxina Stx2, seguido pelo 
gene da SubaA, são os mais prevalentes nas amostras de STEC isoladas de 
fezes bovinas analisadas. 


As amostras de STEC analisadas possuem uma elevada capacidade de infec- 
tar células humanas “in vitro”, principalmente células HEp-2. 


Todas as quatro propriedades de adesão analisadas (formação de biofilme, he- 
moaglutinação, expressão de curli e hidrofobicidade) influenciaram no processo 
de adesão das STEC em células HEp-2. 


A distribuição dos genes das adesinas nos isolados pesquisados ocorreu de 
forma heterogênea, podendo-se afirmar que existe uma ampla variabilidade 
genética entre as amostras, sendo que o gene da adesina EhaaA foi o mais 
prevalente dentre as amostras pesquisadas, seguido pelo gene da adesina Lp- 
fAO11S. 


Os genes das adesinas LpfAO113 e EhaA foram os únicos que influenciaram no 
processo de adesão às células HEp-2, assim como interferiram positivamente 
na expressão da maioria das propriedades de adesão. Por outro lado, os outros 
quatro genes pesquisados parecem não desempenhar um papel relevante para 
a interação nas bactérias analisadas. 
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